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Effect of Cryopreserved Placenta Extract on LPO Intensity and Lipid
Hydroperoxide Content in Rat Tissue in Norm
 and After General Acute Cooling
O.S. PROKOPYUK, A.K. CHEREMSKOY, YU.V. NIKITCHENKO, V.V. CHIZHEVSKY
Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National Academy
of Sciences of the Ukraine, Kharkov
Изучали влияние криоконсервированного экстракта плаценты на интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ) и
содержание гидроперекисей липидов в сыворотке крови и гомогенатах печени, сердца крыс линии Вистар в нормальных
условиях и после общего острого охлаждения. Было установлено, что общее острое охлаждение животных увеличивает
интенсивность  ПОЛ, а также содержание гидроперекисей липидов в тканях печени, сердца и сыворотке крови крыс. Введение
криоконсервированного экстракта плаценты предотвращает активацию ПОЛ во всех изученных тканях подопытных животных,
что свидетельствует, по нашему мнению, об активации биохимических механизмов адаптации, компенсирующих нарушения,
вызванных действием холода.
Ключевые слова: спонтанное перекисное окисление, аскорбат-индуцированное перекисное окисление, гидроперекиси
липидов, криоконсервированный экстракт плаценты, общее острое охлаждение.
Вивчали вплив кріоконсервованого екстракту плаценти на інтенсивність перекисного окислення ліпідів і вміст гідроперекисів
ліпідів у сироватці крові та гомогенатах печінки, серця щурів лінії Вістар у нормальних умовах і після загального гострого
охолодження. Було встановлено, що загальне гостре охолодження тварин збільшує інтенсивність ПОЛ, а також вміст
гідроперекисів ліпідів у тканинах печінки, серця й сироватці крові щурів. Введення кріоконсервованого екстракту плаценти
запобігає активацію ПОЛ у  всіх вивчених тканинах піддослідних тварин, що свідчить, за нашою думкою, про активацію
біохімічних механізмів адаптації, які компенсують порушення, викликані дією холоду.
Ключові слова: спонтанне перекисне окислення, аскорбат-індуцироване окислення, гідроперекиси ліпідів, кріоконсервований
екстракт плаценти, загальне гостре охолодження.
Effect of cryopreserved placenta extract on lipid peroxidation (LPO) intensity and lipid hydroperoxide content in Wistar line rats’
blood serum and liver, heart homogenates under normal conditions and following general acute cooling was studied. General acute
cooling of animals was found to increase the LPO intensity as well as lipid hydroperoxide content in rat liver, heart tissues and blood
serum. Introduction of cryopreserved placenta extract prevents LPO activation in all studied tissues of experimental animals and we
believe this testifies to the activation of biochemical adaptation mechanisms, compensating cold-caused disorders.
 Key-words: spontaneous peroxidation, ascorbate-induced peroxidation, lipid hydroperoxides, cryopreserved placenta extract,
general acute cooling.
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Действие низких температур изменяет ряд
физиологических и биохимических процессов в
живом организме, в том числе реологические
характеристики крови, гормональный статус и
структурно-функциональное состояние биомемб-
ран [7, 11]. Среди основных механизмов холодового
повреждения мембран значительную роль отводят
свободнорадикальному повреждению биомолекул
[3, 4, 8-10].
Показано [10], что в процессе самосогревания
крыс после общего острого охлаждения (скорость
охлаждения 2,4-2,8°С/мин до ректальной темпе-
ратуры 19-20°С) изменение интенсивности ПОЛ и
содержания GSH в печени имело фазовый
Low temperature effect changes some physio-
logical and biochemical processes in living organism,
including rheological blood characteristics, hormonal
status and structural and functional biomembrane state
[7, 11]. Among the main mechanisms of cold membrane
damaging the considerable part is assigned to a free-
radical damage of biomolecules [3, 4, 8-10].
Performed research [10] revealed that a change in
LPO intensity and GSH content in liver was of phase
character during rat self-warming after general acute
cooling (2.4-2.8°C/min cooling rate down to 19-20°C
rectal temperature). At the same time more manifested
changes (a decrease in GSH concentration and
increase in spontaneous NADPH and ascorbate-
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характер. При этом более выраженные изменения
(снижение концентрации GSH и увеличение
спонтанного NADPH- и аскорбат-индуцированного
ПОЛ) наблюдались через 3 ч самосогревания. В
связи с тем, что именно к этому времени
температура тела подопытных крыс достигала
физиологических значений, предполагают, что
активация ПОЛ и снижение содержания GSH в
тканях экспериментальных животных ко времени
выхода их из состояния гипотермии являются
первичным ответом организма на холодовое
воздействие [10]. С этого момента полностью
включаются биохимические и физиологические
механизмы компенсации нарушений, вызванных
действием холода. Повышение уровня GSH (через
4 ч самосогревания крыс), по-видимому, – одна из
реакций, которая через антиоксидантную систему
клетки понижала интенсивность ПОЛ [10]. Однако
спустя 24 ч после действия холодового фактора
вновь наблюдали повышение содержания гидро-
перекисей липидов в сыворотке крови [10],
увеличение интенсивности хемилюминесценции и
скорости накопления малонового диальдегида
(МДА) [9], снижение GSH [10], что свиде-
тельствует о срыве компенсаторных реакций и,
возможно, отражает развитие холодовой патоло-
гии.
Увеличение интенсивности свободнорадикаль-
ного окисления липидов и снижение активности
ряда антиоксидантных ферментов и содержания
природных антиоксидантов в тканях экспери-
ментальных животных в постхолодовой период
отмечено в [4].
Цель данной работы – изучение состояния
прооксидантно-антиоксидантного баланса в тканях
сердца, печени и крови крыс через 3 ч само-
согревания после общего острого охлаждения
животных, получавших в течение 5 дней криокон-
сервированный экстракт плаценты.
Материалы и методы
В работе использовали 25 крыс-самцов линии
Вистар массой 180-190 г. Эксперименты прове-
дены в соответствии с положениями “Европейской
конвенции по защите позвоночных животных,
используемых для экспериментальных и научных
целей” (Страсбург, 1986 г.). Животные были
разделены на 4 экспериментальные группы.
Крысам 1- и 3-й групп вводили внутрибрюшинно
физиологический раствор, а 2- и 4-й – криокон-
сервированный экстракт плаценты в дозе 0,1 мл
на 100 г массы тела 1 раз в день в течение 5 дней.
Затем животных 3- и 4-й групп подвергали общему
острому охлаждению до ректальной температуры
19-20°С в процессе свободного плавания в воде с
температурой 4°C на протяжении 5-6 мин. После
induced LPO) were observed following 3 hrs of self-
warming. Due to the fact, that just up to that time the
body temperature of experimental rats reached
physiological values, the LPO activation and GSH
content reduction in tissues of experimental animals to
the time of their arousal were assumed to be the primary
response of an organism on cold effect [10]. Since
then biochemical and physiological mechanisms for
compensating cold-caused disorders are completely
triggered. Increase in GSH level (after 4 hrs of rat
self-warming) is evidently one of the reactions,
decreasing LPO intensity through a cell antioxidant
system [10]. However after 24 hrs following the cold
factor effect there were observed again an increase
in lipid hydroperoxide content in blood serum [10],
augmentation of chemiluminescence intensity and
malone dialdehyde (MD) accumulation rate [9], GHS
decrease [10], that testified to a failure of compensa-
tory reactions and, probably, reflected cold pathology
development.
An increase in free-radical lipid oxidation intensity
and a decrease in activity of some antioxidant enzymes
and natural antioxidants content in tissues of
experimental animals during post-cold period were
noted in the paper [4].
The work was aimed to study the state of
prooxidant-antioxidant balance in rat heart, liver tissues
and blood in 3 hrs’ self-warming after general acute
cooling of animals, received cryopreserved placenta
extract within 5 days.
Materials and methods
25 Wistar line male rats of 180-190 g weight were
used in the work. Experiments were carried-out
according to the statements of the “European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals
Used for Experimental and Other Scientific Purposes”
(Strasbourg, 1986). Animals were divided in 4
experimental groups. The 1st and 3rd group’ rats
received physiological solution intraperitoneally and a
cryopreserved placenta extract in 0.1 ml dose per 100
g of body weight was once introduced to those of 2nd
and 4th groups within 5 days. Then animals of 3rd and
4th groups underwent acute cooling down to 19-20°C
rectal temperature during free swimming in 4°C water
within 5-6 min. After cooling the rats warmed
themselves at 20-22°C for 3 hrs.
Animals were decapitated with a slight ether
narcosis. Blood was collected and serum was procured
by the standard way. Liver and heart were rapidly
removed and cooled in 100 mM tris-HCl buffer, pH
7.4. Cooled tissue was pressed through and homo-
genised (glass-teflon) in the described above medium
in 1:3 ratio. Obtained homogenate was filtered through
nylon and preserved on ice before using in experiment
(LPO intensity) or frozen in liquid nitrogen in
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охлаждения крысы самосогревались при темпе-
ратуре окружающей среды 20-22°С в течение 3-х
часов.
Декапитацию животных проводили при легком
эфирном наркозе. Кровь собирали и получали
сыворотку общепринятым способом. Печень и
сердце быстро извлекали и охлаждали в 100 мМ
трис-HCl буфере, рН 7,4. Охлажденную ткань
продавливали через пресс и гомогенизировали
(стекло-тефлон) в описанной выше среде в
отношении 1:3. Полученный гомогенат фильтро-
вали через нейлон и сохраняли на льду до
использования в опыте (интенсивность ПОЛ) или
замораживали в жидком азоте в полиэтиленовых
ампулах по 0,5 мл для последующих исследований
(антиоксидантная активность). Было показано [5],
что быстрое замораживание-оттаивание проб (при
37°С) существенно не влияло на активность
антиоксидантных ферментов.
При исследовании интенсивности спонтанного
ПОЛ среда инкубации содержала 100 мМ трис-
HCl, рН 7,4 и 1,5-3,0 мг белка в 1 мл. При аскорбат-
индуцированном ПОЛ среда дополнительно
содержала 0,5 мМ аскорбата и 12 мкМ соли Мора.
Реакцию проводили на водяной бане-качалке при
температуре 37°С в течение 20 мин. Содержание
МДА определяли, как описано в [10]. Спектры
поглощения окрашенного продукта записывали на
двулучевом спектрофотометре “Specord-UV
VIS”(Германия), измеряли ∆Е535-580 и рассчиты-вали количество МДА, принимая коэффициент
экстинкции 1,56×105 м-1см-1.
Гидроперекиси липидов в гомогенатах печени
и сердца крыс определяли по методу Ohkava et al.
[14] с небольшими изменениями [6], а в сыворотке
крови – по методу Asakova et al. [12]. Спектр
поглощения окрашенного продукта записывали на
двулучевом спектрофотометре “Specord-UV VIS”,
измеряя затем разницу экстинкций при 535 и
520 нм. Содержание гидроперекисей липидов
выражали в эквивалентных количествах МДА на
1 мг белка (сердце и печень) или 1 мл сыворотки.
Содержание белка в гомогенатах печени и
сердца определяли по методу Lowry в модифи-
кации Miller [13], используя человеческий сыворо-
точный альбумин как стандарт.
Статистическую обработку результатов
проводили с использованием t-критерия Стью-
дента. Достоверным считали р<0,05.
Результаты и обсуждение
Данные табл. 1 свидетельствуют, что содер-
жание гидроперекисей липидов в сыворотке крови
крыс в ответ на холодовое воздействие значи-
тельно увеличивалось. Эти результаты согласуют-
ся с данными авторов [10], которые показали
polyethylene ampoules for further investigations
(antioxidant activity). Rapid freeze-thawing of samples
(at 37°C) was shown not to significantly affect the
antioxidant enzyme activity [5].
When investigating a spontaneous LPO intensity
the incubation medium contained 100 mM tris-HCL,
pH 7.4 and 1.5-3.0 mg of protein in 1 ml. At ascorbate-
induced LPO the medium additionally comprised 0.5
mM ascorbate and 12 µM Mohr’s salt. Reaction was
carried-out on shaking water bath at 37°C during 20
min. Malone dialdehyde (MDA) content was
determined as described in the paper [10]. Absorption
spectrum of stained product was recorded in ‘Specord-
UV VIS’ (Germany) double-beam spectrophotometer,
∆E535-580 was measured and MDA number was
calculated, accepting extinction coefficient of 1.56 x
105 m-1 cm-1.
Lipid hydroperoxides in rat liver and heart
homogenates were determined using Ohkava’s method
[14] with a few modifications [6] and in blood serum it
was done according to Asakova’s method [12].
Absorption spectrum of stained product was recorded
in “Specord-UV VIS” two-beam spectrophotometer
(Germany), by measuring then the difference of
extinctions at 535 and 520 nm. Content of lipid
hydroperoxides was expressed in MDA equivalent
amounts per 1 mg of protein (heart and liver) or 1 ml
of serum.
Protein content in heart and liver homogenates was
determined by Miller’s modification of Lowry’s method
[13], using human serum albumin as a standard.
Results were statistically processed using the
Student’s t-criterion. We considered p<0.05 as a
statistically significant.
Results and discussion
As summarized in Table 1, the content of lipid
hydroperoxides in rat blood serum significantly
increased in response to cold effect. These results
correspond to the data [10], demonstrating a
statistically significant increase in lipid hydroperoxide
content in rat blood serum in 3 and 24 hrs after general
acute cooling of animals.
General acute cooling of animals, received
cryopreserved placenta extract within 5 days, did not
result in the augmentation of lipid hydroperoxide content
in blood serum (Table 1). A normalising content of
LPO products, revealed in blood of experimental rats
under placenta extract effect conforms in some extent
to the own data of authors’ [2], reported about a
positive effect of transplantation of cryopreserved
placenta into patients with oligospermatism on
prooxidant-antioxidant homeostasis in blood.
When investigating the lipid hydroperoxide content
in rat heart homogenates there was established that
cooling of animals with no preparation, resulted in a
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Таблица 1. Влияние криоконсервированного экстракта
плаценты на содержание гидроперекисей липидов в
сыворотке крови крыс в норме и после общего
острого охлаждения (Sx±x; n=6-7)
Table 1.  Effect of cryopreserved placenta extract on
lipid hydroperoxide content in rat blood serum in norm
and after general acute cooling (Sx±x; n=6-7)
Примечания: 1 – р<0,005 по сравнению с контролем;
2 – р<0,005 по сравнению со 2-й группой; 3 – р<0,005 по
сравнению с 3-й группой.
Notes: 1 – p<0.005 in comparison with the control; 2 – p<0.005
in comparison with the 2nd group; 3 – p<0.005 in comparison
with the 3rd one.
хынтовижыппурГ
slaminafospuorG
,йесикерепордигеинажредоС
икторовыслм/ьломн
,tnetnocsedixorepordyH
muresfolmreplomn
1 52,0±58,2
2 22,0±72,3
3 91,0±60,4 2,1
4 52,0±01,3 3
 –
достоверное увеличение содержания гидро-
перекисей липидов в сыворотке крови крыс через
3 и 24 ч после общего острого охлаждения
животных.
Общее острое охлаждение животных, которым
в течение 5 дней вводили криоконсервированный
экстракт плаценты, не приводило к увеличению
содержания гидроперекисей липидов в сыворотке
крови (табл. 1). Обнаруженное в крови подопытных
крыс нормализующее содержание продуктов ПОЛ
при действии экстракта плаценты в какой-то мере
согласуется с данными авторов [2], которые
показали, что трансплантация криоконсер-
вированной плаценты больным олигозооспермией
оказывает положительное действие на проокси-
дантно-антиоксидантный гомеостаз в крови.
При исследовании содержания гидроперекисей
липидов в гомогенатах сердца крыс установлено,
что охлаждение животных, не получавших
препарат, приводило к достоверному увеличению
продуктов ПОЛ. У животных, получавших
криоконсервированный экстракт плаценты, их
содержание практически не изменялось (табл. 2).
В ответ на холодовое воздействие не обнару-
жено существенных изменений содержания
гидроперекисей липидов и в печени крыс, получав-
ших экстракт плаценты. Вместе с тем у животных,
которым вводили физиологический раствор,
содержание этих продуктов ПОЛ в печени через
3 ч после общего острого охлаждения было более
чем в 1,4 раза выше, чем у контрольных крыс
(табл. 2).
statistically significant increase in LPO products. Their
content did not practically change in animals, received
the cryopreserved placenta extract (Table 2).
No significant changes in lipid hydroperoxide
content in liver of rats with placenta extract in response
to cold effect were observed. However in animals with
injected physiological solution the content of LPO
products in liver 3 hrs following general acute cooling
was more than 1.4 times higher than  in the control
rats (Table 2).
Thus, in all studied tissues of control animals the
lipid hydroperoxide content after cold effect increased
and did not practically change in experimental rats,
received cryopreserved placenta extract within 5 days.
The revealed effect of preparation, normalizing LPO
product content can be explained by its capability to
reduce the rate of free-radical lipid oxidation, but a
distinct answer to this question is feasible only with
measuring a direct LPO intensity in tissues.
Investigation of LPO intensity in rat liver and heart
homogenates enabled to establish the fact that in
response to cold effect in heart homogenates of
animals, received only physiological solution, the
intensity of spontaneous and ascorbate-induced LPO
increased in comparison with the control (Table 3).
General acute cooling of rats with injected preparation
did not statistically and significantly change the intensity
of spontaneous and ascorbate-induced LPO in heart
in comparison with corresponding control (2nd group).
At the same time of note is that the preparation itself
Таблица 2. Влияние криоконсервированного экстракта
плаценты на содержание гидроперекисей липидов в
гомогенатах сердца и печени крыс в норме и после
общего острого охлаждения (Sx±x; n=6-7)
Table 2. Effect of cryopreserved placenta extract on lipid
hydroperoxide content in rat heart and liver homogenates
in norm and after general acute cooling (Sx±x; n=6-7)
хынтовижыппурГ
slaminafospuorG
,водипилисикерепордиГ
аклебгм/АДМьломн
,tnetnocsedixorepordyhdiрiL
nietorpfogmreplomn
ецдреС
traeH
ьнечеП
reviL
1 110,0±532,0 830,0±392,0
2 210,0±262,0 730,0±683,0
3 120,0±633,0 2,1 440,0±434,0 1
4 810,0±862,0 3 550,0±414,0
Примечания: 1 – р<0,005 по сравнению с контролем;
2 – р<0,005 по сравнению со 2-й группой; 3 – р<0,005 по
сравнению с 3-й группой.
Notes: 1 – p<0.005 in comparison with the control; 2 – p<0.005
in comparison with the 2nd group; 3 – p<0.005 in comparison
with the 3rd one.
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Таким образом, во всех изученных тканях
контрольных животных содержание гидро-
перекисей липидов после холодового воздействия
возрастало, а у опытных крыс, получавших в
течение 5 дней криоконсервированный экстракт
плаценты, практически не изменялось. Обнару-
женное нормализующее содержание продуктов
ПОЛ действие препарата может объясняться его
способностью снижать скорость свободно-
радикального окисления липидов, однако однознач-
но ответить на этот вопрос можно только при
измерении непосредственно интенсивности ПОЛ
в тканях.
Исследование интенсивности ПОЛ в гомо-
генатах печени и сердца крыс позволило устано-
вить, что в ответ на холодовое воздействие в
гомогенатах сердца животных, получавших только
физиологический раствор, интенсивность спонтан-
ного и аскорбат-индуцированного ПОЛ увели-
чивалась по сравнению с контролем (табл. 3).
Общее острое охлаждение крыс, которым вводили
препарат, достоверно не изменяло интенсивность
спонтанного и аскорбат-индуцированного ПОЛ в
сердце по сравнению с соответствующим контро-
лем (2-я группа). При этом следует отметить, что
сам препарат несколько увеличивал накопление
МДА при спонтанном и аскорбат-индуцированном
ПОЛ в гомогенатах сердца (табл. 4). Обнару-
Таблица 3. Влияние криоконсервированного экстракта
плаценты на интенсивность спонтанного и аскорбат-
индуцированного ПОЛ в гомогенатах сердца крыс
в норме и после общего острого охлаждения
 (Sx±x; n=6-7)
Table 3. Effect of cryopreserved placenta extract on
spontaneous and ascorbate-induced LPO intensity in rat
heart homogenates in the norm and following general
acute cooling (Sx±x; n=6-7)
 Таблица 4. Влияние криоконсервированного
экстракта плаценты на интенсивность спонтанного и
аскорбат-индуцированного ПОЛ в гомогенатах печени
крыс в норме и после общего острого охлаждения
(Sx±x; n=6-7)
Table 4. Effect of cryopreserved placenta extract on
spontaneous and ascorbate-induced LPO intensity in rat
liver homogenates in norm and after general acute
cooling (Sx±x; n=6-7)
slightly increased the MDA accumulation at a
spontaneous and ascorbate-induced LPO in heart
homogenates (Table 4). A revealed LPO increase and
especially an ascorbate-induced one can be associated
to a change in fatty acid composition of heart
membranes and, in particular, to an increase in
unsaturation degree of fatty acids of membrane
phospholipids during cryopreserved placenta extract
introduction.
When investigating LPO intensity in rat liver
homogenates  the general acute cooling of control
animals was revealed to increase the MDA accu-
mulation rate in 1.12 and 1.22 times at a spontaneous
and ascorbate-induced LPO, correspondingly
(Table 4). In this case it should be noted, that only
increase in the intensity of ascorbate-induced LPO in
liver was statistically significant.
Conclusions
Thus, a general acute cooling of animals increases
the intensity of spontaneous and ascorbate-induced
LPO, as well as a content of lipid hydroperoxides in
heart, liver tissues and blood. Introducing placenta
extract within 5 days prevents the LPO activation in
all studied tissues of experimental animals, and we
believe this testifies to the activation of biochemical
mechanisms, contributing to compensation of cold-
induced disorders.
хынтовижыппурГ
slaminafospuorG
,водипилеинелсикоеонсикереП
иицабукниним02азаклебгм/АДМьломн
nietorpfogm/ADMlomn,noitadixorepdiрiL
noitabucninim02rof
еоннатнопС
suoenatnopS
таброксА -
еоннаворицудни
etabrocsA - decudni
1 210,0±053,0 71,0±47,0
2 520,0±483,0 53,0±21,2 1
3 030,0±664,0 1 85,0±41,2 1
4 820,0±363,0 2 94,0±69,1 1
Примечания: 1 – р<0,005 по сравнению с контролем;
2 – р<0,005 по сравнению со 2-й группой.
Notes: 1 – p<0.005 in comparison with the control; 2 – p<0.005
in comparison with the 2nd group.
хынтовижыппурГ
slaminafospuorG
,водипилеинелсикоеонсикереП
иицабукниним02азаклебгм/АДМьломн
nietorpfogm/ADMlomn,noitadixorepdiрiL
noitabucninim02rof
еоннатнопС
suoenatnopS
таброксА -
еоннаворицудни
etabrocsA - decudni
1 50,0±92,1 02,0±52,3
2 01,0±13,1 52,0±56,3
3 90,0±44,1 32,0±49,3 1
4 41,0±43,1 71,0±77,3
Примечание: 1 – р<0,005 по сравнению с контролем.
Notes: 1 – p<0.005 in comparison with the control.
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женное увеличение ПОЛ, в основном аскорбат-
индуцированного, может быть связано с измене-
нием жирно-кислотного состава мембран сердца
и, в частности, с увеличением степени ненасыщен-
ности жирных кислот фосфолипидов мембран при
введении криоконсервированного экстракта
плаценты.
При исследовании интенсивности ПОЛ в
гомогенатах печени крыс обнаружено, что общее
острое охлаждение контрольных животных
увеличивало скорость накопления МДА в 1,12 и
1,22 раза при спонтанном и аскорбат-индуци-
рованном ПОЛ соответственно (табл. 4). В этом
случае следует отметить, что достоверным было
только увеличение интенсивности аскорбат-
индуцированного ПОЛ в печени.
Выводы
Таким образом, общее острое охлаждение
животных увеличивает интенсивность спонтанного
и аскорбат-индуцированного ПОЛ, а также
содержание гидроперекисей липидов в тканях
печени, сердца и крови. Введение в течение 5дней
криоконсервированного экстракта плаценты
предотвращает активацию ПОЛ во всех изученных
тканях подопытных животных, что свидетель-
ствует, по нашему мнению, об активации биохими-
ческих механизмов, способствующих компенсации
нарушений, вызванных действием холода.
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